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　　　Factor　VIII　（FVIII）　circulates　with　von　Willebrand　factor　（vWF）　as　a　noncovalently　linked
protein　complex　and　plays　an　important　role　in　the　intrinsic　pathway　of　coagulation．　Factor　VIII
consists　of　a　heavy　chain　（90－210　kDa）　and　a　light　chain　（80　kDa）　in　plasma　as　a　heterodimer　and
is　proteolytically　activated　by　thrombin　and／or　factor　Xa．
　　　In　this　study，　the　effect　of　vWF　on　the　thrombin　activation　of　FVIII　is　investigated　by　using　the
following　process：　Recombinant　human　FVIII　（BAXTER），　prepared　for　2　U／ml　of　procoagulant
activity，　was　incubated　with　vWF　purified　commercial　FVIII　concentrates　（Hoechst）　at　37eC　for　15
min．　Human　thrombin　（Sigma）　was　then　added　to　the　FVIII／vWF　complex　（thrombin　O．018　NIHU／
FVIIIU）　for　various　times．　First，　FVIII　procoagulant　activities　of　these　samples　at　each　time　were
measured　by　one－stage－clotting　assay．　Second，　each　FVIII　fragment　was　analyzed　by　SDS－PAGE（5
－150／o）．　Third，　after　inactivating　thrombin　by　PPACK，　FVIII／vWF　complexes　of　these　samples　were
quantified　using　sandwich　ELISA　constructed　by　a　monoclonal　antibody　against　the　FVIII　light
chain　and　a　polyclonal　antibody　against　vWF．
　　　The　following　results　were　obtained．
1．　The　activity　of　FVIII　associated　with　vWF　rapidly　increased　after　adding　thrombin．　Maximum
activity　reached　5　U／ml　at　2　min．　after，　while　the　maximum　activity　of　native　FVIII　increased　to　3
U／ml　at　5　min．　after　adding　thrombin．
2．　SDS－PAGE　indicated　that　the　80　kDa　light　chain　was　immediately　cleaved　by　thrombin　to
generate　the　73　kDa　fragment　in　the　presence　of　vWF，　although　the　thrombin　cleavage　of　native
FVIII　was　markedly　delayed．　ln　heavy　chain　cleavage　to　generate　the　43　kDa　fragment，　there　was
no　remarkable　difference　between　FVIII／vWF　complex　and　native　FVIII　in　either　systems．
（1990年2月26日受付，1990年3月2日受理）
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3．　FVIII／vWF　complex　showed　800／o　of　normal　plasma　after　2　U／ml　of　FVIII　was　incubated　with
2　U／ml　of　vWF．　The　complex　quickly　decreased　to　400／o　at　10　sec．　after，　and　finally　declined　to　100／o
during　thrombin　activation　time　course．
　　These　results　suggest　that　high　level　of　FVIII　activation　was　correlated　with　the　cleavage　of　the
80　kDa　light　chain　into　the　73　kDa　fragment　on　thrombin　proteolysis，　which　is　more　susceptible　in
FVIII／vWF　complex　than　in　native　FVIII．　As　reported　by　other　investigators，　it　is　also　demonstrat－
ed　that　FVIII　is　activated　by　thrombin　with　multistep　proteolysis　in　the　present　study．
緒 言
　血中VIII因子（FVIII）活性の欠損あるいは低下
症は血友病Aとして古くから知られており，血友病
AおよびVIII因子に関する数多くの研究は現在の
血液凝固学の基礎を築いたとしても過言ではない．
しかしVIII因子は血中濃度が低く，生物学的にも
不安定な巨大分子であるため，その構造や機能に関
する解析は近年まで困難を極めていた．最近の免疫
化学的研究の進歩により，血友病AにはVIII因子
蛋白の完全欠損だけではなく，減少したもの，構造
異常を示す症例があることが知られるようになっ
た．1984年になり，遺伝子クローニングという分子
生物学的手法によりVIII因子の遺伝子構i造が明ら
かにされ1），一本鎖ポリペプチドとして全アミノ酸
配列が解明されるに至った2）．これを契機にVIII因
子の構造と機能に関する解析が急速に進歩し，トロ
ンビンや活性化X因子，活性化プロテインCによ
り分解（proteolysis）される部位が限定されるとと
もに，異常VIII因子蛋白のDNA解析も進み，点
突然変異などによるVIII因子の機能異常に関する
報告が続いている．また培養哺乳動物細胞を用いて
発現させた遺伝子組み換え型VIII因子（recom・
binant　FVIII）が開発され3）治療を目的として基礎
的検討が行われており，ヒト血漿由来のVIII因子
（plasma－derived　FVIII）と比較してその構造と機
能は基本的に全く差がないことが報告されてい
る4）．
　一方，von　Willebrand因子（vWF）は血管内皮
細胞や血小板などに存在する高次（multimeric）構
造をもつ高分子量の糖蛋白であり，傷害された血管
内皮下組織への血小板粘着および血小板凝集に関与
する5）ため，本因子の欠損，欠乏および構造異常は
止血異常をきたしvon　Willebrand病として知られ
ている．循環血液中でvWFはVIII因子と非共有
結合により複合体（FVIII／vWF　complex）を形成し
ているが，vWFはVIII因子と結合することにより
種々のプロテアーゼによる分解でVIII因子が失活
（proteolytic　inactivation）することを防御し，　VIII
因子の安定化を図るといわれている6）．また最近で
は抗VIII因子monoclonal抗体によるvWF　と
VIII因子の結合の阻害という方法で，　VIII因子が結
合するvWFの部位が同定されているが，　VIII因子
の活性化に関与するvWFの機能については未だ
不明な点が多い．
　本研究はVIII因子とvWFの関係を解析する一
環として，VIII因子のトロンビンによる活性化に
vWFが及ぼす影響を，遺伝子組み換え型VIII因子
を用いて生物学的活性と蛋白構造解析およびその免
疫学的定量により検討したものである．
実験材料
　1）遺伝子組み換え型VIII因子（recombinant
factor　VIII：rFVIII）：BAXTER社製
　2）乾燥濃縮抗血友病人グーロブリンHaemate⑪
P：Behringwerke社製
　3）トロンビン（ヒト由来）：Sigma竹製
　4）VIII因子欠乏血漿：BAXTER・Dade⑪社製
　5）活性部分トロンボプラスチン時間測定試薬ト
ロンボシル1：0rtho　Diagnostic　Systems社製
　6）抗ヒトVIII因子monoclonal抗体：以下の
3種のmonoclona1抗体を使用し各々MAb　1～3
とした．
　①」　R　Scientific社製（C　8）：MAb　1
　＠Carol　A．　Fulcher　（Scripps　Clinic　and
　Research　Foundation，　La　Jolla，　CA　USA）によ
　るmonoclonal抗体（J　16　D－9）：MAb　2
　③Hybritech社製：MAb　3
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　7）Peroxidase標識抗vWF　IgG：抗ヒトvWF
家兎血清（Behringwerke面面）よりProtein　A
sepharose　CL－4　B（Pharmacia　Fine　Chemica1社
製）を用いてIgG分画を作製し，過ヨーソ酸酸化法
にてperoxidase（Sigma社製）を標識した．
　8）自家製抗ヒトvWF　monoclonal抗体
　9）電気泳動用アガロース（type　HSA）：LITEX
社製
　10）Biotin標識抗mouse　IgG　goat　F（ab’）、抗
体：TAGO社製
　11）Alkalinephosphatase　標識streptavidin：
BRL土製
　12）Peroxidase標識抗mouse　IgG：TAGO社
製
　13）p－nitro　blue　tetrazolium　chrolide（NBT）お
よび5一　bromo－4－chloro－3－indolyl　phosphate
toluidine　salt（BCIP）：BIO－RAD油紙
　14）　2，　2’一azino－di　［3－ethyl－benzthiazoline　sul－
fonate　（6）］　（ABTS）　：　Kirkegaard　＆　Perry　Labo－
ratories社製
　15）　d；phenylalanyl－1－prolyl－1－arginine　chloro
methyl　ketone（PPACK）：Calbiochem社製
　16）人血清アルブミンBuminate⑭25％：BAX－
TER社製
　17）乾燥ウシ血清アルブミン：生化学工業社製
　18）　Sephacryl　S　400　HR：Pharmacia　Fine
Chemical面面
　19）マイクロタイタープレート：COSTAR社屋
　20）ニトロセルロース膜：Schleicher＆Schue11
社製
　21）　Prestained　Protein　Molecular　Weight　Stan－
dards：BRL面面
　22）標準血漿＝健常者より採取した静脈血9容に
対し3．2％クエン酸ナトリウム1容を加え，3000r．
p．m．15分間遠心後，20名（男女各10名）の上清
をプールし，標準血漿とした．
　23）上記以外の一般的試薬（特級品）：Sigma社
製および和光純薬工業社製
実験機材
　1）スラブゲル用垂直型電気泳動装置：ATTO社
製
　2）スラブゲル用水平型電気泳動装置：BIO－RAD
社製
　3）濃度勾配ゲル作製装置：ATTO　社製および
BIO－RAD社製
　4）Western　Blotting装置：BIO－RAD社製
　5）　Column　chromatography　system：Phar－
macia　LKB　Biotechnology社民
　6）マイクロタイタープレート用比色計MPR－A
4：東洋曹達工業社製
　7）マイクロタイタープレート用自動洗浄器
Automatic　Sera　Washer　AMW－96　S：バイオテッ
ク社製
　8）限外濾：過濃縮装置：Amicon社製
　9）限外濾過膜ダイアフロー⑪メンブレン（XM－
300）：Amicon社製
実験方法
　1）vWFの精製
　Sephacryl　S　400　HR　190　mlをカラム（16×900
mm：Pharmacia　Fine　Chemical社民）に詰めた後，
0．25MC C12を含む0．4MTris－HCI緩衝液（pH
7，4）にて平衡化した．Haemate⑪P（VIII因子活性
500U／vial）を同緩衝液10　m1で溶解し，37℃30分
間放置後，4℃下で同カラムにてゲル濾過を行った．
得られたvoid　volume　25　mlを0．02　M　Tris－HCl
緩衝液（pH　7．4）にて透析後，限外濾過装置にて3．5
mlに濃縮し，これを精製vWFとした．
　2）トロンビンによるVIII因子活性化の経時観
　　察
①VIII因子凝固活性（VIII：C）の測定
　rFVIII（VIII：C1120　U／ml）を0．25％ヒトアル
ブミンを含むOwrenベロナール緩衝液（pH　7．35）
で希釈し，これに同緩衝液で希釈したvWFを加え
た試料1（VIII：C終濃度2U／ml，　vWF終濃度2
U／ml）と，緩衝液のみを加えた試料2（VIII：C終
濃度2U／ml）を調製した．試料1および試料2に
同緩衝液で希釈したトロンビンを添加し（トロンビ
ン終濃度0．018NIHU／ml，トロンビン0．009　U／’
VIII因子U），VIII因子を活性化させ，それぞれ10，
30秒，1，2，5，10，20，30，60分後のVIII因子活
性を，免疫吸着法でVIII因子とvWFを除去し作
製されたVIII因子欠乏血漿を基質として凝固1段
法で測定した．VIII因子活性の検量線は標準血漿の
倍数希釈列を用いて作成した．
②ドデシル硫酸ナトリウムを含むポリアクリルア
ミドゲル電気泳動（SDS－PAGE）による展開，　West一
（3）
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ern　Blot法による転写および酵素免疫法による
VIII因子の検出．
　上記①で得たトロンビン添加後のそれぞれの試料
と試料用緩衝液（0．3125MTris－HCI，50％Glycer－
01，10％SDS，　pH　6．8）を4：1に混合し，37℃で
1時間反応させSDS－PAGE用試料とした．これをゲ
ル作製装置で作製した5～15％の勾配をもつ自家
製ポリアクリルアミドグラジェントゲルにsam－
plingし，泳動用緩衝液（0．025　M　Tris－HCI，0．192
MGlycine，0．1％SDS，　pH　8．3）を用いて定電流
（30mA）条件下で約4時間泳動した．　SDS－PAGE
で展開後，Western　Blot法により緩衝液（0．025　M
Tris－HCI，　O．192　M　Glycine，　200／o　Methanol，　pH
8．3）中で定電流（280mA）条件下で約12時間，ニ
トロセルロース膜に転写した．転写後のニトロセル
ロース膜上で，2種の抗ヒトVIII因子monoclonal
抗体（MAb　1，　MAb　2）を反応させ，　Biotin－Avidin
法を組み合わせた酵素抗体法を用いてアルカリフォ
スファターゼを酵素にNBT－BCIPを発色基質とし
てVIII因子ポリペプチド鎖を検出した．ポリペプ
チドの相対移動度の判定には分子量：既知の染色済み
マーカー（BRL社製）を用いた．
③ELISAによるFVIII／vWF　complexの測定
　①で得られたトロンビンによる活性化前後の各
試料に迅速にPPACK　O．5pgを加え，トロンビン
を十分に失活させ反応を停止させた後，FVIII／vWF
complexを依藤7）により開発されたELISA（Fig．
1）で測定した．ELISAのcoating抗体として抗ヒ
トVIII因子monoclonal抗体（MAb　3）を使用し
た．ABTS　をperoxidaseの基質としてFVIII／
vWF　complexを発色させ，405　nmで吸光度を測定
した．検量線は標準血漿の倍数希釈列を用いて作成
した．
　3）ELISAによるvWF抗原（vWF：Ag）の定
　　量
　当教室にて開発したsandwich　ELISA（Fig．2）
（4）
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で，以下の定量術式によった．抗vWF家兎血清よ
り精製した抗vWF　IgG（蛋白濃度100μg／ml）を
0．05M炭酸ナトリウム緩衝液（pH　9．6）で20倍希
釈し，マイクロタイタープレートの各ウェルに100
μ1ずつ添加後，4℃overnightでcoatingした．
0。05％Tween　20を含む0．02　M　Tris－HCI緩衝液
（pH　7．4，以下TBS－T）で5回洗浄後，1％ウシ血
清アルブミン（BSA）を含むTBS－Tを各ウェルに
200μ1ずつ添加してblockingし，適宜希釈した試
料を100μ1添加し37℃2時間反応させた．次に
TBS－Tで5回洗浄後，　peroxidase標準抗vWF家
兎IgGを1％BSAを含むTBS－Tで希釈し，1ウ
ェル当たり100μ1を添加し37℃2時間反応させ
た．さらにTBS－Tで5回洗浄後，　ABTSをperox－
idaseの基質として発色させ，405　nmで吸光度を測
定した．検量線は標準血漿の倍数希釈列を用いて作
成した．
　4）ELISAによるVIII因子抗原（VIII：Ag）の
　　定量
　依藤7）の方法によるsandwich　ELISAでVIII
因子抗原を測定した．測定原理の概略は，VIII因子
に対する高力価のインヒビターを獲得した非血友病
患者血漿から得たIgG　分画と，抗ヒトVIII因子
monoclonal抗体（Mab　3）とでVIII因子抗原を認
識する方法である．VIII因子抗原に結合した抗ヒト
VIII因子monoclona1抗体にperoxidase標識抗
mouse　IgGを反応させ，　ABTSを基質として発色
し，405nmで吸光度を測定した．検量線は標準血漿
の倍数希釈列を用いて作成した．
　5）ドデシル硫酸ナトリウムを含むアガロースゲ
　　ル電気泳動による展開，Western　Blot法によ
　　る転写および酵素免疫法による　vWF
　　multimerの検出
　精製濃縮後のvWFを希釈用緩衝液（0．01　Mリ
ン酸ナトリウム，pH　7．0）で適宜希釈した検体に試
料用緩衝液（0．02Mリン酸ナトリウム，4％SDS，
20％Glycerol，　pH　7．0）を等量混和して電気泳動用
試料とした．これを自家製1．5％アガロースゲルに
samplingし，泳動用緩衝液（0．1Mリン酸ナトリウ
ム，0．1％SDS，　pH　7．0）を用いて定電圧（100　V）
条件下で約2時間泳動した．展開後のゲルをWest－
ern　Blot法により緩衝液（0，025　M　Tris，0．192　M
GIycine，20％Methanol，　pH　8．3）中で定電流（280
mA）条件下で約12時間，ニトロセルロース膜に転
写した．転写後のニトロセルロース膜上でエピトー
プの異なる4種の自家製抗ヒトvWF　monoclonal
抗体を反応させ，Biotin－Avidin法を組み合わせた
酵素抗体法を用いてアルカリフォスファターゼを酵
素に，NBT－BCIP　を発色基質としてvWF
multimer構造を検出した．対照として同様の方法に
より調整した標準血漿を用いた．
実験成績
　1）精製vWFの凝固学的評価
　O．4　MCaC12を含む0．02　M　Tris－HCI緩衝液下
でHaemate⑪P　をゲル濾過してvoid　volume
poolを濃縮して得たvWF分画について凝i固学的
測定を行った．その結果，vWF抗原（ELISA）は
120U／m1を有し，これを0．25％ヒトアルブミンを
含むOwrenベロナール緩衝液で2U／mlに希釈し
た場合，VIII因子活性（1段法）は1％以下，　VIII
因子抗原（ELISA）は0．03　U／mlであった．この結
果は0．4M　CaCI2条件下でVIII因子の大部分が
vWFより解離したことを示し，また以後の実験を
進める上で希釈後の精製vWF中のVIII因子の影
響は無視できることを確認した．さらに材料として
用いたHaemate⑪Pは，その精製過程でフィブリ
ノゲンやフィブロネクチンなどの血漿蛋白が大部分
除去されており，これら爽雑蛋白やリン脂質などの
影響も無視できるものと考えられる．この精製
vWFを，　SDSを含む1．5％アガロースゲルで電気
泳動後Western　blot法でニトロセルロース膜に転
写し，自家製抗ヒトvWF　monoclonal抗体を用い
て分析した結果，標準血漿と同等にvWFの高分子
量multimerは保たれていた．
　2）トロンビンによるVIII因子活性化に及ぼす
　　vWFの影響について
①VIII因子の生物学的活性による評価
　トロンビンにより活性化されたVIII因子活性
（VIII：c）の経時変化をFig．3に示す．トロンビ
ン添加前，VIII因子単独の系ではVIII因子活性は
0．8U／mlであったが，　vWFを添加した系では1．2
U／mlを示した．トロンビン添加後急速にVIII因子
活性は上昇し，vWFを添加した系では2分後に5
U／m1のpeakを示したが，　VIII因子単独の系では
5分後にpeakを示し，そのVIII因子活性は3U／
mlと低値であった．　vWF存在下ではトロンビンの
VIII因子活性化において，　vWF非存在下よりも時
（5）
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間的には早期に，また最大活性値ではより高値をと
り明らかに差が認められた．
　peak以後のVIII因子活性は両系とも徐々に下
降し，30分後にはほぼトロンビン添加前の状態にま
で失活され両系のVIII因子活性にはほとんど差を
認めなかった．以上の結果，本純化系ではvWFは
VIII因子のトロンビンによる活性化の際，トロンビ
ンの作用を促進しVIII因子の凝固活性を高める機
能をもっと考えられた．
②VIII因子の免疫学的解析による評価
　トロンビンによりVIII因子を活性化した各反応
時間後の試料の一部にSDSを加えることにより，
トロンビンはその生物学的活性を失い，活性化反応
が停止するため，トロンビンの各反応時間経過直後
のVIII因子蛋白構造が解析できる．　SDS－PAGEで
展開後，Western　blot法により転写された蛋白を，
2種の抗ヒトVIII因子monoclonal抗体で認識し
たが，ひとつはVIII因子heavy　chainの一部であ
るA2ドメインC末端近傍を認識する抗体（MAb
1）で，他はlight　chain　C末端を認識する抗体（MAb
2）である．すなわち，MAb　1はheavy　chainから
分解して生じた90kDaポリペプチドとその分解
産物である43kDa　ポリペプチドを，　MAb　2は
light　chainである80　kDaポリペプチドと，これが
分解されて生じた73kDaポリペプチドをそれぞれ
認識できることになる．
　これら2種のmonoclonal抗体を用いてVIII因
子の蛋白を解析した結果をFig．4に示した．トロ
ンビン添加前では，VIII因子単独の系とvWFを加
えた系においてVIII因子のlight　chain　および
heavy　chainの蛋白構造に差は認められなかった．
トロンビン添加後の1ight　chainについて観察する
と，vWFを加えた系ではトロンビン添加10秒後で
既に73kDaポリペプチドに相当するbandが明確
に出現しており，時間経過とともに80kDaポリペ
プチドはそのbandが弱く，73　kDaポリペプチドの
bandは強く描出されていった．これに対しVIII因
子単独の系では明確な73kDa　ポリペプチドの
bandはトロンビン添加1分後に出現し始め，　vWF
を加えた系と比較して時間的に明らかに遅れた．ま
たheavy　chainについてみると，両系とも5分後よ
り43kDaポリペプチドのbandが弱く出現し，時
間経過とともに90kDaポリペプチドのbandが弱
く，43kDaポリペプチドが強く描出されていた．
③FVIII／vWF　complex（ELISA）測定による評
価
vWFを添加した系についてFVIII／vWF　com－
plexの経時変化をVIII因子活性の推移とともに示
した（Fig．5）．トロンビン投与前ではFvIII／vwF
complexは標準血漿に対して80％であり，37℃15
分間の反応でVIII因子とvWFは十分に複合体を
形成していることが確認された．トロンビン添加10
秒後には45％まで急速に低下し，1分以後は徐々で
はあるがさらに減少を続け60分後には10％程度
になった．そしてFVIII／vWF　complexが激減した
時期に一致してVIII因子活性は著増していた．
考 察
　VIII因子は2332残基のアミノ酸からなる一本
鎖の成熟ポリペプチドであり2），このアミノ酸配列
の解析結果から，VIII因子は大きな3つの領域（A，
BおよびCドメイン）；構造を有し，A1－A2－B－A3
－C1－C2という構成をとることが示されている．血
中に分泌されたVIII因子は何らかのプロテアーゼ
によりBドメインが数馬所で切断されるため，
90～210kDaの種々の分子量から成るポリペプチド
（heavy　chain）　と80　kDa　ポリペプチド（light
chain）の2つのポリペプチドが2価の金属イオン
（おそらくCa2＋）で結合した2本鎖の形をとり，さ
らにこれにvWF　が非共有結合してFVIII／vWF
complexを形成して存在すると考えられる．VIII因
子は，カルシウムイオンとリン脂質の存在下で活性
型IX因子がX因子を活性化する際の補因子とし
て作用するが，この際，VIII因子分子内の特定のア
（6）
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ルギニン（Arg）結合がトロンビン，活性型X因子
およびプロテインCにより切断され，特異的に蛋白
分解（limited　proteolysis）されることにより活性化
され，さらに失活することが知られている．最近，こ
の特定のArg残基をsite－direct　mutagenesisによ
り他のアミノ酸残基に置換した組換え変異型VIII
因子を用いた研究8）およびArg372あるいは
Arg1689にアミノ酸置換をもつ異常VIII因子が血
友病患者の中に発見されたことから，トロンビンに
よるVIII因子の活性化にはArg372残基と
Arg1689残基の切断が重要であると示唆され
た9）10）11＞12）．すなわちheavy　chain　N末端側の90
kDaポリペプチドがA1，　A　2ドメイン間で断裂
し，50kDaと43　kDaポリペプチドに分解されるこ
と，および80kDaポリペプチド（light　chain）の
N末端側が切断され73kDaポリペプチドを生成
することである．一方，VIII因子と複合体を形成し
ているvWFの機能としては，担体としてVIII因
子を運搬し止血機構が作働する局所での濃度を高め
る作用など，いわゆるcarrier　proteinとして考え
られている6）他，VIII因子を種々のプロテアーゼに
よる失活から防御する作用も知られつつある．本研
究ではvWFがトロンビンによるVIII因子の活性
化に及ぼす影響を明らかにした．すなわち，トロン
ビンによるVIII因子活性化の際，　vWF存在下では
非存在下に比較して早期にしかも高いVIII因子活
性が得られることを示した．従ってvWFはトロン
ビンによるVIII因子活性化に際してVIII因子活
性を高める補助的な機能（thrombin　cofactor作用）
を有するものと考えられる．本実験系は，血小板や
血管内皮細胞あるいはコラゲンなどの細胞下組織が
存在しない純化系であることから，このvWF　の
VIII因子に対する作用はvWF自身がVIII因子と
結合することにより生じる直接的作用と考えられ
る．
　VIII因子のvWF　との主な結合部位はlight
chain（80　kDaポリペプチド）N末端側の酸性ペプ
チド領域であることが示唆されている13）14）．vWFと
の結合を阻害するVIII因子monoclonal抗体のエ
ピトープ同定により結合部位はVa11670残基一
Glu1684残基であるとの報告がある15）．この部位は
light　chainがトロンビンにより切断されて遊離す
るペプチド内に含まれており，light　chainがトロン
ビンにより切断されるとVIII因子はvWFと解離
すると考えられている．ELISAにより測定される
FVIII／vWF　complexがトロンビンによるVIII因
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子活1生化の時間経過に従って検出できなくなること
は，vWFからVIII因子が解離することを意味して
おり，この早期に観察されたFVIII／vWF　complex
の急激な低下とともにVIII因子が上昇する現象は
vWFの解離がVIII因子の活性に大きく関与して
いることを示唆した．
　本研究において，トロンビンによるVIII因子の
分解をSDS－PAGEで観察した結果では，　VIII因子
とvWFが複合体を形成している系では，　VIII因子
単独の系に比較してごく早期から80kDaポリペプ
チドが分解され73kDaポリペプチドが出現してい
た（Fig．4）．この時期に，　vWF存在下では非存在
下に比較してVIII因子活性が早期に増加し，かつ
最大活性値にも明らかな差がみられた（Fig．3）．し
かし90kDaポリペプチドの分解はSDS－PAGEで
はvWF存在下，非存在下における差は明らかでは
なく，VIII因子活性のpeak　を過ぎる頃から43
kDaポリペプチドが徐々に出現しており，少なくと
もheavy　chainとlight　chainのトロンビンによる
分解時期には差があることが観察され，これはVIII
因子がvWFと複合体を形成している場合には，よ
り明確なものとなった．
　VIII因子の活性化にはトロンビンなどによる特
異的な分解が必要であるが，活性型VIII因子のペ
プチド構成に関してはいくつかの報告がある．分離
された活性型VIII因子が，　heavy　chainのBドメ
インに相当する部分が切断されて生じた90kDaポ
リペプチドと1ight　chain　N末端側が切断されて生
じた73kDaポリペプチドが金属イオンで結合して
いる90kDa／73　kDaヘテロニ量体を推察した報
，
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Fig．6　Pathway
　　thrombin
model　for　FVIII　activation　by
告16）や，さらに90kDaポリペプチドが分解されて
生じた50kDaポリペプチドと，73　kDaポリペプチ
ドにより形成された73kDa／50　kDaヘテロニ量体
に凝固活性があるとの報告もある17）．またheavy
chain　90　kDaポリペプチドと1ight　chain　80　kDa
ポリペプチドがともに分解されて生じた73kDa／
50kDa／43　kDaヘテロ三量体も観察されている4）18）．
　さらにHamerら19）はvWFと複合体を形成し
たVIII因子にトロンビンを作用させ，　VIII因子活
性化に2つの段階があると仮定し，最終的な活性型
VIII因子として50　kDa／73　kDaヘテロニ量体をモ
デル化している．ごく最近Bihoreauら20）は，トロ
ンビン処理後の活性型VIII因子を高速イオン交換
クロマトグラフィーを用いて分離し，73kDaポリペ
プチドとheavy　chainとで形成された活性中間型
を経て，73kDa／50　kDa／43　kDaからなる安定した
活性複合体を得たと報告している．またHill－
Eubanksら21）は，　vWF存在下では90　kDa／73
kDaヘテロニ量体を経て，　vWF非存在下では80
kDa／50　kDa／43　kDaヘテロ三量体を経て，ともに
最終的には73kDa／50　kDa／43　kDaヘテロ三量体
（8）
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になる2つの異なる経路があると推察している．
　いずれもトロンビンによるVIII因子活性化には
多段階反応があることを推測しており，この点に関
して本研究の成績は矛盾せず，これらの仮説を支持
する結果となった．そしてさらにvWF存在下と非
存在下との比較によって，vWF自体がトロンビン
によるlight　chainの分解を促進し，　VIII因子の活
性化を積極的に補助するcofactor作用を示すと考
えられた．この作用を直接証明する分子生物学的証
拠はないが例えばvWFがlight　chain　N末端に結
合することによりVIII因子の立体構造変化（cofor－
mation　change）が生じ，その近傍に位置する
Arg1689残基が露出してトロンビンによる切断を受
けやすくなるものと推測できる．
　一方vWFはheavy　chain，特にA2ドメイン
に結合して90kDaポリペプチドの分解を防御する
のではないかと考えられている17）19）が，本実験系の
条件では90kDa　ポリペプチドの分解に関して
vWFの有無による明確な差は認められなかった．
しかしVIII因子に対するvWFの作用はこれらの
相対的濃度やトロンビンの条件により影響を受ける
と予想され，1ight　chainとheavy　chainは異なる
至適条件をもつのではないかと推察されている．
　以上の結果からvWF存在下では，　light　chainが
分解されて73kDaポリペプチドが生じる第一段階
（early　stage）と，　heavy　chainを構成する90　kDa
ポリペプチドが50kDaと43　kDaポリペプチドに
分解される第二段階（late　stage）の存在が明確にさ
れ，これに基づくVIII因子のトロンビンによる活
性化モデルをFig．6に示した．これまで報告され
た活性型VIII因子の分析からいくつかのステップ
が論じられているが，vWFがlight　chainの分解を
促進する作用を有することから，VIII因子がvWF
と複合体を形成している生体内では図示した活性化
ステップが主に展開されていると推測できる．
　本研究で示したトロンビンによるVIII因子の活
性化に際するvWFの役割は合目的な作用と考え
られるが，この点に関しては今後さらに研究される
べき課題と思われる．またvWFの高次構造のVIII
因子活性に係わる意義や，血小板や血管内皮細胞を
含めた実験系における観察も興味深いところであ
る．
結 論
　トロンビンによるVIII因子活性化において，
vWFが及ぼす影響について検討した．
　1）vWFがVIII因子と複合体を形成している場
合には，VIII因子単独の場合と比較して，トロンビ
ンによるVIII因子活性は早；期に上昇し，かつ高い
活性が得られた．
　2）この際のVIII因子ポリペプチド構造を
SDS－PAGEで観察すると，　vWFがVIII因子と複
合体を形成している場合は，VIII因子単独の場合と
比較して早期に80kDaポリペプチド（1ight　chain）
が73kDaポリペプチドに分解した．
　3）FVIII／vWF　complex　ELISAでは，トロンビ
ンによる分解が進行するのに従い，FVIII／vWF
complexは減少し，VIII因子からvWFが解離して
いくことが観察された．
　これらの結果から，vWF　はトロンビンによる
VIII因子light　chainの分解を促進し，73　kDaポ
リペプチドが生成される段階，すなわちごく早期の
段階において，VIII因子のトロンビンによる活性化
を積極的に補助することが示された．
　またSDS－PAGEによる蛋白解析の結果から，ト
ロンビンによるVIII因子活性化には，　light　chain
が分解される段階とheavy　chainが分解される段
階の2つの異なるステップが存在し，活性型VIII
因子の構造には多形性があると推測された．
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